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略語表 
 
ABC; ATP binding cassette 
AG; aminoguanidine 
ALP; alkaline phosphatase 
ALT; alanine aminotransferase 
AST; aspartate aminotransferase 
ATP; adenosine triphosphate  
AUC; area under the curve 
BSA; bovine serum albumin 
Bsep; bile salt export pump 
BSP; bromosulfophthalein 
CAR; constitutive androstane receptor 
cDNA; complementary DNA 
DAF-FM; diaminofluorescein-FM 
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DSS; dextran sulfate sodium 
EGTA; ethyleneglycol bis (2-aminoethylether) tetraacetic acid
ELISA; enzyme-linked immunosorbent assay 
FXR; farnesoid X receptor
GSH; reduced glutathione 
GSSG oxidized glutathione 
HPLC; high performance liquid chromatography  
IDM; indomethacin 
IL; interleukin 
iNOS; inducible NO synthase 
LPS; lipopolysaccharide 
Mdr; mutidrug resistance 
Mrp; multidrug resistance-associated protein 
mRNA; messenger RNA 
NADPH; nicotinamide adenine dinucleotide phosphate   
NM; nafamostat mesilate 
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NO; nitric oxide 
Oatp; organic anion transporting polypeptide 
OP; ornoprostil 
P450; cytochrome P450 
PAGE; polyacrylamide gel electrophoresis 
PAR; protease activated receptor 
PBS; phosphate-buffered saline 
PCR; polymerase chain reaction 
PMSF; phenyl methyl sulfonyl fluoride  
PNPP; p-nitrophenyl phosphate 
PNP; p-nitrophenol 
PVDF; polyvinylidene fluoride 
PXR; pregnane X receptor 
RAR; retinoic acid receptor  
RXR; retinoid X receptor 
SDS; sodium dodecyl sulfate 
TBS; Tris-buffered saline 
TNF; tumor necrosis factor 
TLR; toll-like receptor 
TNBS; 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid 
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序章 
 
第 1 項 消化管障害に伴って遠隔臓器間相互作用によって引き起こされる肝障
害及び機能低下 
 
消化管は日常的に外来異物にさらされており、恒常的な生体防御システムを
機能させていることが知られている。他方、肝臓は安静時には最大で血液の 1/2
をも保持することのできる身体最大の器官であり、血液中に入り込んだ細菌な
どの微粒子状の異物を貪食清掃することで血液を清浄に保つように働く細網内
皮系を有している。このメカニズムは、消化管が障害をうけ免疫機能が低下し
た場合には、肝臓はまず影響を受け二次的な生体防御機能を発揮する。しかし
ながら、肝臓の免疫システムが異常に活性化されると、過度な炎症応答によっ
て、肝臓自身が障害を受けることがある。それゆえ、消化管の異常が持続的に
起きた場合には、肝機能変動や障害誘発のリスクを負うことになる。このよう
に消化管の障害が肝臓に影響する例の一つとしてアルコール性肝障害が挙げら
れる。この症状では過剰なアルコール摂取による消化管の脆弱化が腸管由来の
エンドトキシンの血管内への侵入をもたらし、アルコールによる肝免疫機能の
活性化と相乗的に作用することで、その初期病態が誘発されると提唱されてい
る[1, 2]。また同様な例として、クローン病や潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患
患者において観察される原発性硬化性胆管炎がある。これは患者の 8～30％に観
察される症状であり[3-5]、消化管の障害に伴った血中へのエンドトキシンの侵
入が関与することが提唱されている[6]。また炎症性腸疾患患者におけるアミノ
サリチル酸（メサラジン）及びメトロニダゾールの血清中濃度-時間曲線下面積
（AUC）が、健常人と比較してそれぞれ 2.3 及び 2.4 倍に上昇することが報告さ
れている[7, 8]。これらは主に肝から排泄される薬物であるため、この薬物動態
の変化は、炎症性腸疾患によって肝機能が影響を受けたことに起因している可
能性を示唆している。 
 
第 2 項 消化管障害モデル動物における肝薬物動態関連タンパクの機能への影  
響 
 
 1983 年に、インドメタシン（IDM）誘発性小腸障害モデルを用いた検討によ
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って、初めて肝シトクロム P450 機能の低下が報告された[9]。また同グループは、
この時起こる P450 の機能低下が抗生物質の併用によって抑制されることを明
らかにした[10]。これらのことから、IDM 処置後に観察される P450 の機能低下
は、腸管由来エンドトキシンの影響が遠隔臓器に波及することによって引き起
こされた結果であると提唱された。さらに近年、Masubuchi らは P450 の分子種
によって機能低下の程度が異なることを同じモデルで証明し、さらにクッパー
細胞や NO 産生の増加もまた消化管障害に起因する肝 P450 の機能低下に関与す
る可能性を報告した[11]。また、デキストラン硫酸ナトリウム（DSS）誘発性大
腸炎モデル及びトリニトロベンゼンスルホン酸（TNBS）誘発性大腸炎モデルに
おいても P450 の機能低下が報告され、同様に血中エンドトキシン濃度の上昇と
抗生物質による P450 機能低下の抑制が示されている[12, 13]。P450 に加え TNBS
誘発性大腸炎モデルにおいては、肝臓の薬物トランスポーターATP binding 
cassette（ABC）C2/multidrug resistance-associated protein 2（Mrp2）の発現が低下
していることが明らかにされた[14]。この報告は、大腸炎が肝 P450 機能低下を
引き起こすだけでなく、薬物トランスポーターに対しても影響を及ぼすことを
示唆している。                         
 
第 3 項 肝トランスポーターの役割 
 
1）肝トランスポーターの生理的役割と腸肝循環における重要性 
 
肝トランスポーターは、栄養素やホルモンなどを取り込むことで複雑で多岐
にわたる肝臓の物質代謝を根底から支え、また物質を胆汁中へ排泄すること       
によって異物などが全身へ移行するのを防御している。さらに、これらの物質
輸送に方向性を決定付けることで恒常的な腸肝循環系を制御している。この腸
肝循環を受ける代表的な内因性化合物として胆汁酸がある。胆汁酸は、コレス
テロールから合成され、胆汁酸のトランスポーターであるbile salt export pump
（BSEP）によって、また一部はMRP2 によって胆管を介して腸管内に到達する
[15]。腸管内において胆汁酸は脂質の消化管吸収を助ける役割を担い、さらに消
化管から門脈血に吸収された胆汁酸はNa+-dependent taurocholate transporterや
organic anion transporting polypeptide（OATP）ファミリーを介して再度肝臓に取り
込まれ、再び胆汁流形成の役割を果たす[15]。トランスポーターは多くの生理機
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能に関与するため、トランスポーター遺伝子の変異は様々な疾患を引き起こす。
例えば肝臓においては、MRP2（ABCC2）の変異によるDubin-Johnson症候群、
BSEP（ABCB11）やMultidrug resistance 3（MDR3、ABCB4）の変異は家族性肝内
胆汁うっ滞、ABCG5/8 の変異はシトステロール病を引き起こし[16]、ABCA1 の
変異は肝細胞内にコレステロールの蓄積を引き起こすことが知られている[17]。
またOATPファミリーはエイコサノイド、ペプチドホルモンやステロイドホルモ
ンなどを取り込むことで種々の遺伝子発現の制御にかかわり、アミノ酸やグル
コースなどもトランスポーターを介して取り込まれることでタンパク合成や糖
代謝を受けることができる。 
このように肝トランスポーターの果たす役割は大きく、これらのトランスポーター機能
が変動する場合には肝の機能低下や障害に繋がる可能性があり、これらの機能維持
は肝臓を含めた腸肝循環系に不可欠である。 
  
2）薬物の体内動態における肝トランスポーターの役割 
 
肝トランスポーター機能が体内動態に寄与する薬物の一つに HMG-CoA 還元
酵素阻害薬プラバスタチンがある。ヒトにおいて経口投与されたプラバスタチ
ンは腸管から吸収を受けた後、OATP1B1 の非常に高い基質選択性によって肝臓
にとりこまれ、MRP2 、MDR1 または Breast cancer resistant protein（BCRP）を
介して排泄される[18]。また P450 による代謝を受けにくいことそして再吸収さ
れやすいことは、体外排泄されにくいプラバスタチンの特徴になっている[18]。
そのため、OATP1B1 の機能欠損時には体内動態変化を招く危険性がある。また
免疫抑制剤シクロスポリンは、P450 による肝代謝を受けるものの、その体内動
態は小腸や肝臓の MDR1 などのトランスポーターの影響を受ける可能性がある
[19, 20]。さらに抗悪性腫瘍薬塩酸イリノテカンもまた、OATP1B1 により肝臓に
取り込まれることによって、肝細胞内で活性化を受けるのに有利な構造特性を
有している。またイリノテカンの活性化体 SN-38 及びそのグルクロナイドは
MRP2 、MDR1 または BCRP によって排泄される[21, 22]。 
このように肝取り込みトランスポーターは、肝臓内に薬物を引き込むことで、
また排泄トランスポーターは未変化体や活性化体を胆汁中に送り込むことで体
内動態の決定因子として機能している。 
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第 4 項 本研究の背景及び目的 
 
炎症性腸疾患患者中 8-30%において、薬物動態の中枢を担う肝臓障害及び肝機
能異常が認められ、そこには腸管由来エンドトキシンが関与する可能性が示唆さ
れている。また種々の消化管障害モデルを用いた検討により、消化管障害に伴っ
た血中へのエンドトキシンの侵入が肝 P450 機能の低下を引き起こし、発現低下
と関連することが報告されている[10, 11]。その一方で、P450 と並ぶ薬物の体内
動態の決定因子である薬物トランスポーターについては、未だ十分な検討は行わ
れていない。 
そこで本研究は、消化管障害時における肝トランスポーター機能への影響を明
らかにし、さらにそこに関与する要因を明らかにすることを目的として検討を行
った。トランスポーター機能についての研究を行うにあたり、肝トランスポータ
ーと最も機能的相互作用を示す可能性のある小腸に障害を誘発させた IDM 誘発
性小腸障害ラットを使用した。IDM 誘発性小腸障害は、プロスタグランジン産
生抑制に加えて、活性酸素種（ROS）産生[23]やミトコンドリア障害[24]、さら
には ROS によって小腸粘膜の分化増殖に関与する alkaline phosphatase（ALP）活
性を低下させる[25]ことで非常に強い病態を引き起こすことが知られている。 
まず第Ⅰ章では、IDM 誘発性小腸障害ラットにおける肝トランスポーター機
能を評価することを目的として、トランスポーターを介したメカニズムで主に肝
から排泄される肝機能検査薬ブロモスルホフタレイン（BSP）を用いた体内動態
試験を行った。このときの BSP 排泄関連のトランスポーターの発現を評価し、
また肝トランスポーター発現変動、小腸障害及び肝障害について経日的な変化を
観察することで、これらの現象の関連性について検討を行った。 
第Ⅱ章では、エンドトキシン以外の臓器間介在因子の解明を目的として検討を
行った。まず IDM 処置ラット門脈血中の炎症性メディエーターの評価及びその
経日変化から小腸障害と肝機能変動を繋ぐ因子の探索を行った。また、IDM 小
腸障害ラットに選択的 iNOS 阻害剤アミノグアニジン（AG）または消化管粘膜
保護薬オルノプロスチル（OP）を処置することによる、BSP 排泄関連トランス
ポーター発現変動への影響を検討した。 
第Ⅲ章では、エンドトキシンが血液凝固・線溶系に関連するセリンプロテアー
ゼに異常を引き起こすことに着目し、本研究のモデルラットに合成セリンプロテ
アーゼ阻害薬であるメシル酸ナファモスタット（NM）を処置することにより、
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BSP 排泄関連トランスポーター発現がどのような影響を受けるかについて示し
た。 
 
これらの検討から小腸障害と肝トランスポーター発現抑制の連動性を明らか
にすることによって、小腸障害時の肝機能低下に伴う薬物動態変動のリスクにつ
いて言及する。さらに、両臓器間を繋ぐ変動因子を明らかにすることでトランス
ポーター発現変動メカニズムの解明を目指した。 
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Fig. 1. Structures of indomethacin (IDM) and bromosulfophthalein (BSP) 
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第Ⅰ章 IDM 誘発性小腸障害ラットにおける 
肝トランスポーターへの影響 
 
第 1 節 序論 
 
肝臓は薬物の体内動態に重要な臓器であるが、P450 などの代謝酵素による第
1 相反応、抱合酵素による第 2 相反応及びトランスポーターを介した胆汁中排泄
による第 3 相反応がその薬物動態の大きな役割を担っている。これらの肝臓の
薬物動態関連タンパクのうち、肝臓の P450 の各分子種の機能低下については、
IDM、DSS および TNBS 消化管障害モデル動物を用いた多くの研究から明らか
にされ、P450 各分子種で機能低下の程度は異なることが示されている[9, 12, 13]。
しかしながら、P450 と並んで薬物の体内動態を決定する重要な因子である薬物
トランスポーターへの影響について機能的な評価が行われた例はほとんどない。
そこで本章では、消化管障害時における肝トランスポーター機能の評価を行い、
その評価には肝機能検査薬 BSP を用いた。ラットにおいて BSP は、類洞側膜に
発現するトランスポーターである Oatp ファミリーによって取り込まれ、肝細胞
内でグルタチオン抱合を受けた後、胆管側膜に発現する Mrp2 によって胆汁中に
排泄される[26-28]（Fig. 2）。よって、この薬物の胆汁排泄能は肝臓のトランス
ポーター機能を反映していると考えられることから、インドメタシン誘発性小
腸障害モデルラットにおける肝トランスポーター機能を評価するための probe
薬物として用いた。また、トランスポーター発現変動、小腸障害及び肝障害の
経日変化から、トランスポーター機能変動に至る過程のメカニズムについて検
討を行った。さらに、ラット肝 Mrp2 の遺伝子発現には constitutive androstane 
receptor (CAR)、farnesoid X receptor (FXR)、pregnane X receptor (PXR)、retinoic acid 
receptor α (RAR α)、retinoid X receptor α（RXRα）を含む核内レセプターが関与
することが報告されており[29-31]、Oatp1b2 の遺伝子発現に関しては十分な解明
に至っていないが、RARα及び RXRαの関与を示唆する報告がこれまでなされて
いる。そこで、これらの核内レセプターの発現についても検討を行った。 
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第 2 節 材料及び方法 
 
1）試薬 
 
IDM、DL-アラニン、アスパラギン酸、オキザロ酢酸、ピルビン酸、α-ケトグ
ルタル酸、p-ニトロフェニルホスフェート（PNPP）、p-ニトロフェノール（PNP）、
2,4,-ジニトロフェニルヒドラジン（DNP）は和光純薬工業（株）より購入した。
BSP、2-アミノ-2-メチル-1-プロパノール、トリクロロ酢酸及びフェニルメチル
スルホニルフルオリド（PMSF）はシグマ･アルドリッチ（株）より購入した。
アプロチニンはバイエル薬品（株）より、ペプスタチン及びロイペプチンはペ
プチド研究所（株）より購入した。RNA PCRTM Kit（AMV）Ver. 3.0 はタカラバ
イオ（株）、real-time PCR master mixは東洋紡（株）、enhanced chemiluminescence
（ECL）kitはGEヘルスケア（株）より購入した。C219 antibodyはザイメッド（株）
社製、horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG antibodyはサンタクルス
（株）社製、RNA-Solv®試薬はオメガバイオテック（株）社製のものを使用し
た。ラットMrp2 antiserumは当研究室で作成したものを用いた[32]。またラット
Bsep antiserum、ラットMrp3 antiserum、ラットOatp1a1 antiserum及びラット
Oatp1b2 antiserumは東京大学大学院薬学系研究科・杉山雄一教授より御供与頂い
た。 
 
2）実験動物及び薬物処置 
 
雄性 Sprague-Dawley ラット（7-8 週齢）は SLC（株）より購入した。飼育環
境は、水（千葉県水）及び餌（MF diet、オリエンタル酵母（株））を自由に与え、
室温 25 ºC、日照サイクル 12 時間（明期 7:00～19:00、暗期 19:00～7:00）とし、
実験に供するまで 1 週間以上飼育した。 
IDM誘発性小腸障害モデルラットは、過去にモデル化された方法に従って作
成した[9, 11]。IDMを 5％NaHCO3に溶解させ、8.5 mg/kg ratの用量で 3 日間腹腔
内投与した。対照群には 5％NaHCO3 1.6 mL/kg ratを 3 日間腹腔内投与した。IDM
誘発性小腸障害の程度の経日変化を観察する目的では、同様にIDMを 8.5 mg/kg 
ratの用量で 1 及び 2 日間投与した。 
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3）BSP の in vivo 薬物動態試験及びその解析 
 
①in vivo 薬物動態試験 
本実験は千葉大学大学院薬学研究院動物実験委員会の承認の下で行われた。 
ラットをエーテル麻酔下に置き、in vivo 薬物動態試験中はヒートランプを用
いて体温を維持した。ラットを手術台に背位固定後、下肢動脈及び下肢静脈に
それぞれポリエチレンチューブ PE-45 及び 30（夏目製作所（株））を用いてカニ
ューレを施し、それぞれ採血及び BSP の投与に用いた。さらに開腹後、胆管に
PE-10 を用いてカニューレし、胆汁の採取に用いた。また右わき腹（肋骨下部 1 
cm 付近）にバイパスを作り、カニューレを通した。あらかじめ 500 μL 採血し、
胆汁流量が安定していることを確認後、生理食塩水に溶解させた BSP（10 
μmol/kg）を静脈内投与した。その時点を 0 分として、採血は 1、3、5、10、15、
30及び 60分に行い、胆汁は 5分おきに 60分まで採取した。採血後、血液を 2,700g、
4 ºC で 5 分間遠心することにより血漿を調製した。IDM が BSP の胆汁排泄を阻
害する可能性を検討する目的では、対照群に 1.0 mg/kg rat の IDM を腹腔内投与
し、その 2 時間後に同様な in vivo 薬物動態試験を行った。  
血漿中及び胆汁中の BSP 濃度は、Molino らの方法を応用し、適宜希釈した各
試料をアルカリ条件下（NaOH の最終濃度 0.075 N）、570 及び 630 nm の吸光度
差から測定した[33]。すべての測定は試料回収より 24 時間以内に行った。 
 
②速度論的解析 
in vivo薬物動態試験から得られた各時点におけるBSP血漿中濃度Cp(t)を、典型
的な 2-コンパートメントモデル式、 
Cp(t) = A·e-αt + B·e-βt
（A；分布相の初期分布容積、α；分布相の消失速度定数、B；消失相の初期分
布容積、β；消失相の消失速度定数） 
に当てはめ、非線形最小二乗法に基づいた薬物動態解析プログラム MULTI を用
いて解析した[34]。またこの時、データの重みを W=0 として、当てはめの計算
のアルゴリズムには Simplex 法を用いた。 
全身クリアランスは BSP の投与量を 0 から無限大までの AUC で除すること
によって、胆汁排泄クリアランスは BSP の 60 分までの胆汁中への総排泄量を 0
から 60 分までの AUC で除することにより求めた。 
 - 13 – 
 
 4）肝細胞内 IDM 濃度の測定 
 
①測定用試料の調製 
 IDM 8.5 mg/kg rat を 3 日間投与後のラット肝臓または IDM 1.0 mg/kg rat を投
与し 2 時間後のラット肝臓を 1.15% KCl でテフロン製ペッスル付きガラスホモ
ジナイザーを用いてホモジネートした。このホモジネート 1.0 mL に等量のメタ
ノールを加え、内標準物質としてメフェナム酸（1.0 μg/mL）を加えた。1 分間
の撹拌後、20,630g、4ºC で 10 分間遠心分離した。この上清を 0.45 μm のシリン
ジフィルターで限外ろ過し、HPLC 測定用試料とした。 
 
②HPLC による分析 
 IDM の HPLC 分析には、日立製作所（株）655-15 形ポンプ、島津製作所（株）
SPD-6A UV 検出器及び C-R6A Chromatopac データ解析装置を用いた。測定条件
は Ogiso らの方法に基づいて一部改変して行った[35]。以下に示す。 
 移動相；CH3CN：H2O：MeOH：CH3COOH＝65：25：10：1 
 流速：1.0 mL/min 
 吸収波長：254 nm 
 カラム：Inertsil ODS2（5 μm、4.6 x 250 mm、GL サイエンス（株）） 
 
5）肝細胞膜画分（粗膜画分）の調製 
 
 肝細胞膜画分の調製はVosらの方法を一部改変して行った[36, 37]。ラット肝臓
を 0.5 mM PMSF、5 μg/mLロイペプチン、1 μg/mLペプスタチン、5 μg/mLアプロ
チニンを含む 1 mM NaHCO3（buffer A）中で細断し、ホモジナイザー（looseの
ガラスペッスルを使用、20 stroke）でホモジナイズした。この一部をホモジネー
ト試料として-80 ºCで保存した。これを 0.5 mM PMSFを含む 1 mM NaHCO3
（buffer B）で希釈及び撹拌後、1,500g、4ºCで 15 分間遠心分離し、その沈殿物
を 2.5 倍量の 70 %（w/w）スクロースに懸濁した。このスクロース懸濁液に 44%
（w/w）スクロース及び 36.5%（w/w）スクロースの順で重層し、100,000g、4 ºC
で 90 分間遠心分離した。その後の 44%及び 36.5%スクロース間の界面から細胞
膜画分が得られ、buffer Bに懸濁し、再度 100,000g、4 ºCで 30 分間遠心分離した。
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得られた沈殿物を 25G注射針を用いてbuffer Aに懸濁し、肝細胞膜画分とした。
使用まで-80 ºCで保存した。 
 
6）Western blot 分析 
 
SDS-PAGE は Laemmli らの方法に従い行った[38]。ゲルの作製は化学重合法
によって行い、分離ゲル及び濃縮ゲルはそれぞれ 0.1% SDS を含む 8.5%もしく
は 10％ポリアクリルアミドゲル（pH8.8）及び 4%ポリアクリルアミドゲル
（pH6.6）を使用し、泳動用緩衝液中で電気泳動した。電気泳動用の試料検体に
は肝ホモジネート（100 μg protein）及び細胞膜画分（25 または 50 μg protein）
を用い、あらかじめサンプル用緩衝液（1% SDS、12%メルカプトエタノール、
16%グリセロール及び 0.001%ブロモフェノールブルーを含む 0.1 M Tris-HCl
（pH6.8））の等容量と混合した。ホモジネートの場合はサンプル用緩衝液と混
合後、2 分間 100 ºC で熱変性させた。電気泳動はラボネット（株）社製パワー
サプライを用い、20 mA の定電流で行った。SDS-PAGE 後のゲルは転写用緩衝
液で平衡化の後、15 V の定電圧でセミドライブブロッティング装置（シーマバ
イオテック（株））を用いて PVDF 膜（Immobilon-P transfer membrane filter、ミ
リポア社）に転写した。転写後、この PVDF 膜を 3% BSA を溶かした 0.05% Tween 
20 を含む Tris-buffered saline（TTBS）を用いて室温で 60 分間ブロッキングした。
TTBS で洗浄後、抗ラット Oatp1a1 抗血清、抗ラット Oapt1b2 抗血清、抗ラット
Mrp2 抗血清、抗ラット Mrp3 抗血清または抗ラット Bsep 抗血清（いずれも
0.1%BSA を含む TTBS で 3000 倍希釈）を用いて室温で 60 分間 1 次抗体反応を
行った。TTBS で洗浄後、さらに Horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG 
antibody（0.1%BSA を含む TTBS で 3000 倍希釈）を用いて室温で 60 分間 2 次抗
体反応を行った。TTBS で洗浄後、Enhanced chemiluminescence（ECL）kit を用
いて化学発光するバンド強度を LAS1000（富士フィルム（株））で測定した。 
  
7）半定量 real-time PCR 法 
 
 肝組織からのtotal RNA抽出はRNA-Solv®試薬を用いて行った。肝組織約 0.1 g
に対してRNA-Solv®試薬 1 mLの割合でイカ®ワークス社製ホモジナイザーを用
いてライセートを調製した。このライセート 1 mLに対してクロロホルム 0.2 mL
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を加え、15 秒間撹拌後、10 分間氷中放置した。その後、12,000gで 15 分間遠心
分離し、水層を回収しイソプロパノール 0.5 mL加え、10 分間室温放置した。そ
の後さらに 12,000gで 15 分間遠心分離し、上清を取り除きエタノールで洗浄後、
12,000gで 5 分遠心した。再度洗浄し、風乾の後ジエチルポリカーボネート
（DEPC）処理水に溶かし、長期保存のためにエタノール沈殿させた。 
 上記total RNA抽出物を鋳型としてRNA PCRTM Kit（AMV）Ver. 3.0 を用いて逆
転写反応をかけcDNAを得た。反応は 1 μg total RNA、5.0 mM MgCl2、1.0 mM each 
dNTP mixture、2.0 U/μL RNase inhibitor、2.5 pmol/μL primer（random 9mer）、0.25 
U/μL reverse transcriptaseを含むRNA PCR buffer中で、全量 20 μLとして、30 ºC-10
分、42 ºC-30 分、50 ºC-30 分、60 ºC-5 分、99 ºC-10 分及び 25 ºC-1 分の条件か行
った。反応にはバイオラッド（株）社製サーマルサイクラーを用いた。 
Real-time PCR は real-time PCR master mix（東洋紡（株））を用いて以下の反応
系で実行された。 
 
Distilled water 2.5 μL 
    Real-time PCR master mix 12.5 μL 
    3 μM プライマー (forward)  2.5 μL   
    3 μM プライマー (reverse) 2.5 μL 
    Reverse transcription product (1:20 or 1:50 dilution)  5.0 μL 
    Total  25.0 μL 
 
Real-time PCR による増幅反応には、ABI Prism 7000（アプライドバイオシス
テムズ（株））を用い、サーマルサイクルとして 50 ºC-2 分、95 ºC-10 分の後、
95 ºC-15 秒＋60 ºC-10 分を 40 サイクルさせることで実行した。また、全反応後
に cDNA の 2 本鎖の融解曲線を描くことで反応産物の特異性を確認した。最終
的にすべてβ-アクチンに相対的な mRNA レベルとし、すべての反応はデュプリ
ケーションで行った。用いたプライマーセットを Table 1 に示す。 
 
8）小腸粘膜中 ALP 活性の測定 
 
 空腸及び回腸粘膜組織中ALP活性測定には、それぞれ胃幽門部以下 10 cm及び
25 cmの部位から 7 cmの腸管を用いた。腸管serosal側の水分を拭き取り、腸管を
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反転させ粘膜を掻き取った。粘膜 0.1 gに対してphosphate-buffered saline（PBS） 
1 mLの割合で、テフロン製ペッスル付きホモジナイザーを用いてホモジネート
し、10,000g遠心上清（4 ºC、15 分）を粘膜ALP活性測定用試料とした。ALP活
性はBowersらの方法を一部改変して行った[39, 40]。基質にはPNPP（100 μM）
を用い、粘膜試料を 4.8 mM MgCl2を含む 48 mM 2-アミノ-2-メチル-1-プロパノ
ール緩衝液（pH10.0）中で 37 ºC、5 分間でインキュベーションし、生成するPNP
を測定した。反応を 10% トリクロロ酢酸で停止させた後 10,000g、4 ºCで 5 分
間遠心分離した後、その上清を 2 倍量の 1.0 N NaOHでアルカリ化した。PNP（0、
50、100、150、250、500 及び 750 μM）溶液を標準品として 405 nmにおける吸
光度から相対的な値を測定した。最終的に、1 分間あたりに生成するPNP量（粘
膜上清 1.0 mg proteinあたり）として活性を求めた。 
 
9）血清 ALT 及び AST 活性 
 
採血した血液を 8 時間以上 4 ºC で放置した後、2,700g、4 ºC で 5 分間の遠心
上清を血清とした。血清中 ALT 及び AST 活性の測定は Tonhazy ら[41]、Reitman 
ら[42]及び Katsuki ら[43]の方法を一部改変して行った。 
 
①ALT 活性 
0.2 μmol/mLのDL-アラニン及び 1.8 μmol/Lのα-ケトグルタル酸を含む pH7.5 
リン酸緩衝液を基質溶液として、この 50 μL と血清 10 μL を混和後、37 ºC で 30
分間インキュベーションした。直ちに、DNP 35 mg を溶解させた 1.0 N 塩酸 100 
mL の溶液を 50 μL 加えることで、α-ケト酸（ここではピルビン酸）及びα-ケ
トグルタル酸を呈色させた。これを室温で暗所に 20 分間放置し、0.5 N NaOH 200 
μL を添加し、5 分後 492 nm における吸光度を測定した。 
標準溶液には 1.5 μmol/L ピルビン酸ナトリウムを含むリン酸緩衝液
（pH7.5）；ピルビン酸溶液を用い、ピルビン酸溶液：基質溶液=0:60, 5:55, 10:50, 
15:45, 20:40 μL の割合で混和することで調製した。それぞれの ALT 活性は 0, 23, 
50, 83, 125 SF units/mL に対応している。SF unit×0.48 により international unit（IU）
を算出し、これにより ALT 活性を表記した。 
 
②AST 活性 
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 0.2 μmol/mL の DL-アスパラギン酸及び 1.8 μmol/L の α-ケトグルタル酸を含む 
pH7.5 リン酸緩衝液を基質溶液として、この 50 μL と血清の 10 μL を 37 ºC で
60 分間インキュベーションし、以下 ALT 活性測定と同様に行った。 
標準溶液には 1.5 μmol/L オキザロ酢酸を含むリン酸緩衝液（pH7.5）；オキザ
ロ酢酸溶液を用い、オキザロ酢酸溶液：基質溶液=0:60, 5:55, 10:50, 15:45, 20:40, 
25:35 μL の割合で混和することで調製した。それぞれの AST 活性は 0, 22, 55, 95, 
148, 216 SF units/mL に対応している。ALT 活性同様に、SF unit×0.48 により IU
を算出し、これにより AST 活性を表記した。 
 
10）タンパク定量 
 
各実験で用いた試料中のタンパク濃度は、Bovine serum albumin（BSA）を標
準タンパクとして用い、Lowry らの方法に従って測定した[44]。 
 
11）統計学的処理 
 
統計学的検定には、検定プログラム Instat 3（グラフパッドソフトウエア（株））
を用い、独立 2 群間の検定には Student’s t 検定、また多群間においては対応のな
い一元分散分析（ANOVA）の後の多重比較法として Dunnett 法を用いた。有意
水準を 0.05 とし、p<0.05 を有意差ありと判断した。 
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第 3 節 結果 
 
第 1 項 IDM 処置ラットにおける BSP の in vivo 薬物動態試験 
 
1）IDM 処置による BSP 薬物動態への影響 
 
対照群及びIDM3 日間処置による小腸障害群におけるBSPの血漿中濃度推移
をFig. 3 に示した。対照群に比較してIDM処置群では、血中からの消失の遅延が
認められた。得られたデータより算出した薬物動態パラメーターをTable 2 に示
した。初期分布容積〔投与量/（A＋B）〕に有意な差は認められなかったものの、
IDM処置によって分布相及び消失相の消失速度定数α及びβはそれぞれ対照群の
70.1%及び 39.9%に低下した（それぞれp<0.05、p<0.01）。また、IDM処置によっ
て全身クリアランス（CLtotal）は 54.1%に低下した（p<0.01）。IDM処置群におけ
る胆汁流量の変化は認められなかった（Fig. 4A）が、BSP投与後 0~5 分及び 5
～10 分におけるBSPの胆汁中排泄速度はそれぞれ 18.9%及び 64.6%に低下した
（Fig. 4B）。また投与後 60 分までの胆汁中BSP総排泄量は、対照群では投与量の
94.3%であったのに対し、IDM処置群では 79.2%であり、IDM処置によってBSP
の胆汁中排泄にも低下が認められた（Fig. 4C）。BSP胆汁排泄クリアランス
（CLbile）は、IDM処置によって対照群の 49.2%に低下した（Table 2）。  以上
の結果から、繰り返しのIDM処置による小腸障害ラットにおいてBSP胆汁排泄能
の低下が引き起こされていることが明らかとなった。 
 
2）BSP 胆汁排泄に対する IDM による薬物間相互作用の有無 
 
IDM が有機アニオン化合物であることから、肝 Oatp1a1、Oatp1b2 及び Mrp2
によるBSP輸送が IDMによる阻害を受ける可能性が考えられた。そこで IDM 1.0 
mg/kg を単回投与し、その 2 時間後における BSP の体内動態への影響について
検討したところ、対照群と比較して BSP の血漿中濃度推移及び 60 分までの胆汁
中への総排泄量、胆汁流量のいずれにもほとんど影響が認められなかった（Figs. 
3 and 4A-C）。この時の肝細胞内 IDM 濃度は 3.02±0.63 nmol/g liver であった。こ
れらの結果をもとに算出した薬物動態パラメーターを Table 3 に示す。いずれに
おいても、対照群と比較して有意差は認められなかった。 
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 第 2 項 IDM 処置ラットにおける肝トランスポーター及びその遺伝子発現活性
化因子の発現への影響 
 
1）BSP 排泄関連トランスポーターの発現への影響 
 
BSP の胆汁排泄に関連する Oatp1a1、Oatp1b2 及び Mrp2 について、細胞膜画
分におけるタンパク発現への影響をウエスタンブロッティングで検討した結果、
IDM 処置によっていずれのトランスポーターのタンパク発現量も対照群と比較
してそれぞれ 47.9、30.2 及び 39.3%に有意に低下した（Fig. 5）。また、Mrp2 欠
損ラットで誘導され、Mrp2 の代償的な役割を担うことが知られている Mrp3[45]
について評価を行ったが、変動は認められなかった（Fig. 6）。また肝ホモジネ
ート画分の同様の検討から、IDM 処置による両トランスポーターの発現低下が
細胞全体で引き起こされたものであることが示された（Fig. 5）。次に IDM 処置
ラット肝臓における Oatp1a1、Oatp1b2 及び Mrp2 の遺伝子発現への影響を検討した。
いずれの mRNA 量も対照群の 23.4、13.3 及び 34.6%に有意な低下を示した（Fig. 
7）。 
 
2）BSP 排泄関連トランスポーターの転写活性化因子への影響 
 
肝トランスポーターの発現調節に関与することが報告されている CAR、FXR、
PXR、RARα及び RXRαについて、IDM 処置時における遺伝子発現変動への影響
を評価した結果、いずれの核内レセプターの mRNA 量も有意な低下を示した
（Fig. 8）。 
  
3）他の肝トランスポーター発現への影響 
  
Oatp ファミリーの一つであり類洞側膜において取り込みトランスポーターと
して機能するものの、BSP を基質としない Oatp1a4 について検討を行った結果、
その mRNA レベルは IDM 処置によって対照群の 3.2%に低下していた（p<0.01）
（Fig. 9）。 
胆管側膜に発現する Mdr1 は、ラットにおいて Mdr1a 及び Mdr1b の 2 種類の
 - 20 – 
 
分子種が存在する。この両方を認識する抗体（C219）を用いてタンパク発現量
を評価したところ、肝細胞膜画分におけるタンパク発現量に変化は認められな
かった（Fig. 10）。また胆汁酸依存的な胆汁流の形成に関与する Bsep について
検討を行ったところ、mRNA レベルは対照群の 27.8%に有意に低下していたが、
肝細胞膜画分におけるタンパク発現量に変化は認められなかった（Fig. 11）。 
 
第 3 項 IDM 処置ラットにおける肝トランスポーターの発現、小腸障害及び肝
障害の経日変化 
 
肝トランスポーター発現抑制、小腸障害の誘発及び肝障害の IDM 処置 3 日ま
での変遷過程について評価することで、各々の相互関係について検討した。肝
トランスポーター発現抑制は IDM 処置 2 日目以降に 50%以下に低下した（Fig. 
12A-D）。また空腸及び回腸粘膜 ALP 活性の低下によって評価される小腸障害は、
IDM 処置 1 日目から観察され、3 日目でより強い障害が引き起こされているこ
とが示された（Fig. 12E）。肝トランスポーターの変動と小腸障害の程度を比べ
ると、肝トランスポーターの発現変動は小腸障害の程度に一致もしくはやや遅
れた変動であった。一方で、肝障害マーカーである血清中 ALT及び AST活性は、
肝トランスポーターの発現変動が認められる 2 日目まではコントロールレベル
のまま変化はなかったが、IDM 処置 3 日目ではじめて上昇が確認された（Fig. 
12F）。 
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第 4 節 考察 
 
①IDM 処置ラットにおける胆汁中への BSP 排泄能低下と小腸障害の関連につ
いて 
これまで、様々な消化管障害モデル動物を用いた検討から、肝 P450 の機能低
下以外にも肝臓は様々な影響を受けることが報告されている。例えば、胆汁量
の低下[13, 14]、タイトジャンクション機能の低下[14, 46]、肝機能のマーカーの
一つである血中アルブミン濃度の低下[47]、さらに肝コレステロール代謝能の低
下によると考えられる血中トリグリセリドの上昇[47]などが報告されている。こ
れらの報告に加えて、本研究では IDM 誘発性小腸障害ラットが BSP の胆汁排泄
低下を引き起こすことを明らかにした（Figs. 3 and 4、Table 2）。これは肝トラン
スポーターの実質的な輸送能低下を意味しており、機能評価のアプローチから
肝トランスポーター機能の低下を初めて明らかにした。 
この結果をさらに裏付けることを目的として、小腸障害の誘発が起きていな
い IDM 処置 2 時間後における BSP 胆汁排泄能を評価したが、大きな影響は認め
られなかった（Figs. 3 and 4、Table 2）。IDM は 1-10 μM の濃度で Mrp2 輸送活
性を上昇させること及び IDM-グルクロナイドが Mrp2 の基質になることが報告
されている[48, 49]。さらに Oatp1b2 に関しても BSP 類似体 dibromosulfophthalein
の肝取り込みが IDM によって阻害を受けることが報告されている[50]。これら
のことから、有機アニオン性化合物である IDM が BSP 輸送体である Oatp1a1、
Oatp1b2 及び Mrp2 の輸送活性を阻害する可能性は考えられた。しかしながら、
この結果は IDM が血流律速で肝消失する BSP の胆汁排泄クリアランスを 50%
に低下させるほどの影響を及ぼさず、このことが BSP クリアランス低下の要因
にならないことが示された。また IDM8.5 mg/kg の 3 日間処置ラットの肝組織中
IDM 濃度は 3.46±0.94 nmol/g liver であった。この値は 1.0 mg/kg を単回投与後 2
時間におけるラットと同程度であったことから、両群における肝臓の IDM の暴
露の程度はほぼ同等であると考えることができる。よって、IDM8.5 mg/kg の 3
日間処置ラットにおいても、BSP の胆汁排泄過程が IDM により阻害を受けてい
たという可能性は低いと思われる。 
肝トランスポーターのタンパク発現量の低下はホモジネート中においても観
察され、細胞膜における局所的な変動ではなく、肝細胞全体で引き起こされた
結果であることが示された（Fig. 5）。すなわち、本実験条件下におけるタンパ
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ク発現量の低下は、過去に報告されるようなトランスポーターの細胞内局在の
変動によるものではないと考えられた[51-53]。また、上記トランスポーターの
mRNA レベルの低下が認められることから、負に転写過程が制御されていたか
もしくは mRNA の分解が亢進していたことによって、肝トランスポーター発現
低下が説明されるものと考えられた（Fig. 7）。一方で Oatp1b2 及び/または Mrp2
遺伝子の転写活性化因子である核内レセプター（CAR、FXR、PXR、RARα及び
RXRα）の mRNA レベルの低下が認められた（Fig. 8）ことから、肝トランスポ
ーターの発現低下は転写レベルの抑制が要因のひとつとなって引き起こされた
ことを示唆している。 
本研究においては、IDM 処置による小腸障害の程度が肝トランスポーターの
発現変動に相関している結果が示された（Fig. 12）。過去の報告によると、IDM3
日間処置による小腸障害ラットのほかに DSS 誘発性大腸炎及び TNBS 誘発性大
腸炎モデル動物において、門脈血中エンドトキシン濃度がいずれにおいても増
加していることが報告されている[11-13]。またいずれのモデル動物において観
察される肝 P450 活性の低下は、抗生物質を併用することによって抑制されるこ
とが報告されている[10, 12]。このことは、消化管障害時における肝臓は、腸管
由来エンドトキシンによる影響を受けていることを示唆している。また、エン
ドトキシンを血中に直接投与した場合には、肝臓における種々の核内レセプタ
ーの発現低下を伴った肝トランスポーターの発現が低下することが報告されて
いる[54-56]。これらの報告から考えると、IDM 処置ラットにおいて観察される
肝トランスポーターの発現低下にはエンドトキシンが関与していると考えられ
る。その一方で IDM によって直接的に引き起こされた肝障害とそれに伴った炎
症応答が肝トランスポーター発現変動に関連する可能性もある[56-58]。しかし
ながら、本実験系においては、肝トランスポーターの発現変動は肝障害に先行
したものであった（Fig. 12）ことから、肝トランスポーターの発現変動は肝障
害とは独立して引き起こされたと考えられた。また、肝トランスポーターが多
くの内因性基質の細胞内レベルを調節することで様々な生命応答の制御に関与
していることを考慮すると、肝障害が肝トランスポーターの発現を低下したと
考えるよりは、むしろ肝トランスポーターの異常が肝障害の誘発に関与した可
能性が大きいだろう。 
これらの知見から、本実験系における肝トランスポーターの発現低下が、IDM
による肝への影響ではなく小腸障害に起因して生じた現象であり、そこには腸
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管由来のエンドトキシンの存在が重大な影響を及ぼしていることが強く支持さ
れた。 
 
②BSP 輸送に関連しないトランスポーターの発現と IDM 処置ラットにおける
胆汁流量への影響について 
四塩化炭素、2 次胆汁酸であるリトコール酸及び細菌由来エンドトキシンなど
によって障害が引き起こされた肝組織において、本章で検討した BSP 排泄関連
トランスポーターの発現は低下するが、それら以外にも多くのトランスポータ
ーが発現変動を受けることが報告されている[56-58]。そこで本実験系において
も他のトランスポーターの発現に影響するか否かについて検討した。まず
Oatp1a4 mRNA レベルの低下が観察された（Fig. 9）。この遺伝子の転写活性化に
は PXR が大きく関与することが報告されており[59]、本検討でも PXR の mRNA
が低下している（Fig. 8）ことから転写過程での抑制が関与していると考えられ
る。Mdr に関しては、エンドトキシン肝障害モデルにおいて Mdr1a は発現が低
下し、Mdr1b は誘導されることが報告されている[56, 60]。それゆえ、対照群及
び IDM 処置群で Mdr 発現に差が認められなかった結果（Fig. 10）は、Mdr1a の
発現抑制及び Mdr1b の発現誘導が引き起こされたことで、Mdr タンパク発現の
変動が現れなかったのかもしれない。一方で、Mrp2 は IDM 処置によって mRNA
レベルの低下に伴ってタンパク発現に低下が認められた（Fig. 5）が、Bsep にお
いては mRNA レベルの低下が認められたにもかかわらず、タンパク発現は保持
されていた（Fig. 9）。Mrp2 及び Bsep などの膜タンパクは恒常的に膜から細胞
内へ移行することで、膜へ移行するタンパクと均衡していることが知られ、こ
れまでの報告において LPS 処置が Bsep 及び Mrp2 の膜からの乖離を促進するこ
とが明らかにされている[61]。これに加えて近年 Zinnchuk らは、LPS 投与ラッ
ト肝臓における胆管側膜トランスポーターの乖離の程度が Bsep と Mrp2 とで異
なり、Bsep の方が乖離に対する耐性及び回復力を有していることを報告してい
る[53]。上記したように、IDM3 日間処置ラットの門脈血中エンドトキシンの上
昇が報告されていることから[11]、本実験系における Bsep と Mrp2 の肝細胞膜
画分における発現に対する影響の違いも両トランスポーターのエンドトキシン
による影響の受け方（エンドトキシンに対する感受性）の違いによって生じた
可能性が考えられる。 
胆汁流は胆汁酸依存性と胆汁酸非依存性の胆汁によって構成されているが、
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本実験モデルラットにおいて肝細胞膜画分に十分な Bsepの発現が認められてお
り、胆汁酸依存性の胆汁流量は維持されていたと考えられる。しかしながら本
検討では、Mrp2 のタンパク発現低下にもかかわらず胆汁流量は対照群レベルに
維持されていた（Figs. 4 and 5）。これまで報告されている胆汁量低下に関連した
研究では、多くの場合でトランスポーターの機能低下に加えて肝臓におけるタ
イトジャンクション機能の低下を伴うことが報告されている[46, 62]。タイトジ
ャンクションは肝細胞を密接に接合させることで血管と胆管を厳密に仕切って
いるが、IDM はタイトジャンクション機能を高めることが報告されており[63]、
この効果によるタイトジャンクション機能保持が胆汁流量に変化を認めなかっ
た要因の一つとして考えられる。 
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Fig.2. BSP undergoes biliary excretion via hapatic Oatps and Mrp2. 
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Table 1.  Real-time PCR primers. 
 
Gene Accession No. Sequence (5’-3’)
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Mrp2
Oatp1a1
Oatp1a4
Oatp1b2
CAR
FXR
PXR
RARα
RXRα
ctt gtg ggc ttt gtt ctg tcc
gag gca aca tct atc cca tca
act ggg cag ata cga aata tga aac aac gat
gtc caa aaa ttg ggc cag caa cct tcc cca
tgg gcc aat atg aat atg aaa cga ttt tac
ggg cca atg gtc att cct gtt tct aaa atc
tgg gat att aca agt atg caa aag aaa acg
act gtt cag gtc tac ata tcc aac gtc tac
cca cgg gct atc att tcc at
ccc agc aaa cgg aca gat g
gag atg cct gtg aca aag aag ccg cga atg
tcc atc acg cag ttg ccc ccg ttc tta cac
tgg aga gtg gca tga aga aa
tct tcc aac agt gag gcc tg
ctc aaa cca ctc cat cga ga
tcg ttt cgc acc gac tcc tt
gac aac aag gac tga ctg at
gct tga cag atg ttg gta ac
AF-261713
NM-017111
NM-030687
NM-31650
NM-022941
U-18374
AF-151377
NM-031528
NM-012508
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Fig. 3. Time-course of plasma BSP elimination. The time-course was started after 
intravenous injection of BSP (10 μmol/kg) to control (○) and IDM-treated (●) rats. In 
the case of control + coadministration with IDM (■), BSP was injected at 2h after 
IDM (1.0 mg/kg, i.p.). Points are means ± S.D. (n=3-5).  
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Fig. 4. Effect of IDM treatment on the biliary excretion of BSP. The time-course 
was started after intravenous injection of BSP (10 μmol/kg) to control (○) and 
IDM-treated (●) rats. In the case of control + coadministration with IDM (■), BSP 
was injected at 2h after IDM (1.0 mg/kg, i.p.). A; bile flow rate, B; biliary BSP 
excretion rate, C; cumulative BSP excretion in bile. Points are means ± S.D. (n=3-5). 
†; p < 0.05, ††; p < 0.01 compared with controls.  
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Table 2. Pharmacokinetic parameters of BSP in control, IDM treatment for 3 days 
and control at 2h after IDM (1.0 mg/kg, i.p.) treatment groups.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
23
0.163
1.17
0.013
61
7.2
4.7
††
†
††
††
††
Control IDM
A 
(μM)
α
(1/min) 
B
(μM)
β
(1/min) 
AUC0-∞
(nmol·min/mL) 
CLtotal
(mL/min/kg)
CLbile
(mL/min/kg)
105
0.923
3.92
0.109
169
61.4 
57.3   
123 
0.653 
3.49   
0.055 
312        
33.2     
26.2     
17
0.036
2.66
0.041
40
13.5
12.3
±
±
±
±
±
±
±
±
±
±
±
±
±
±
104
0.715
3.26   
0.107 
207        
50.4     
49.3     
33
0.050
0.59
0.025
49
13.4
15.9  
±
±
±
±
±
±
±
Control 
at 2h after IDM treatment
23
0.163
1.17
0.013
61
7.2
4.7
††
†
††
††
††
Control IDM
A 
(μM)
α
(1/min) 
B
(μM)
β
(1/min) 
AUC0-∞
(nmol·min/mL) 
CLtotal
(mL/min/kg)
CLbile
(mL/min/kg)
105
0.923
3.92
0.109
169
61.4 
57.3   
123 
0.653 
3.49   
0.055 
312        
33.2     
26.2     
17
0.036
2.66
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.
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3.26   
0.107 
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50.4     
49.3     
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0.050
0.59
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49
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15.9  
±
±
±
±
±
±
±
Control 
at 2h after IDM treatment
These parameters were calculated from the values in Figs. 1 and 2. Means ± S.D. of 3-5 
studies were presented. †; p < 0.05, ††; p < 0.01 compared with controls.  
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Fig. 5. Effect of IDM treatment on hepatic Oatp1a1, Oatp1b2 and Mrp2 protein 
expression. The hepatic plasma membrane fraction (25 μg protein/lane) and 
homogenate (50 μg protein/lane) were subjected to Western blot analysis. Columns are 
means ± S.D. (n=4 or 5). †; p < 0.05, ††; p < 0.01 compared with controls.  
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Fig. 6. Effect of IDM treatment on hepatic Mrp3 protein expression. Hepatic 
plasma membrane fraction (50 μg protein/lane) was subjected to Western blotting 
analysis. Columns are means ± S.D. (n=3 or 5).  
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Fig. 7. Effect of IDM treatment on hepatic transporter mRNA levels. All mRNA 
levels were normalized by the β-actin mRNA level. Columns are means ± S.D. (n=5). †, 
p < 0.05, ††; p < 0.01 compared with controls.  
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Fig. 8. Effect of IDM treatment on nuclear receptor mRNA levels in the control 
and IDM-treated rats. All mRNA levels were normalized by the β-actin mRNA level. 
Columns are means ± S.D. (n=5). †, p < 0.05 compared with controls. 
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Fig. 9. Effect of IDM treatment on hepatic Oatp1a1 mRNA level. Messenger RNA 
level was normalized by β-actin mRNA levels. Columns are means ± S.D. (n=5). ††, p 
< 0.05 compared with controls. 
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Fig. 10. Effect of IDM treatment on hepatic Mdr protein expression. Hepatic 
plasma membrane fraction (50 μg protein/lane) was subjected to Western blotting 
analysis. Columns are means ± S.D. (n=5). 
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Fig. 11. Effect of IDM treatment on hepatic Bsep expression. Hepatic plasma 
membrane fraction (50 μg protein/lane) was subjected to Western blotting analysis. 
Messenger RNA level was normalized by β-actin mRNA level. Columns are means ± 
S.D.(n=5). †; p < 0.05 compared with controls.   
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Fig. 12. Time-courses of hepatic transporter expressions, intestinal injury and 
hepatic injury following repeated IDM treatment. A and B; Oatp1b2 mRNA and 
protein, C and D; Mrp2 mRNA and protein, E; mucosal ALP activity, F; plasma AST 
and ALT activities. Points are means ± S.D. (n=3-5). †; p < 0.05, ††; p < 0.01 
compared with untreated rats.  
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第Ⅱ章 IDM 誘発性小腸障害時の肝トランスポーターの発現
変動におけるエンドトキシン以外の因子の関与 
 
第 1 節 序論 
 
 消化管障害ラットにおいて観察される肝臓 P450 及びトランスポーターの機
能低下には、腸管由来のエンドトキシンが関与する可能性が示唆されている[10, 
12-14]。このエンドトキシンによる P450 発現抑制の一つのメカニズムとして、
肝臓非実質細胞においてエンドトキシン受容体として働く Toll like receptor 4
（TLR4）の活性化に伴って産生されたサイトカインが炎症応答性キナーゼカス
ケードを活性化し、それによって核内レセプター転写活性化能が低下するとい
うメカニズムが考えられている[64, 65]。しかしながら、近年 Masubuchi らは、
小腸障害に伴う肝 CYP3A の活性及び発現低下が、TLR4 に変異を持ったエンド
トキシン耐性マウスにおいても 50%程度は抑制されたままであることを報告し
ている[66]。すなわち、エンドトキシンが TLR4 を介して直接作用することによ
る CYP3A の発現低下は 50%のみで、残りはエンドトキシン以外の因子が関与し
ていることを示唆している。このことは、トランスポーターにおいても同様に
当てはまる可能性がある。これまでエンドトキシンは様々な肝トランスポータ
ーの発現抑制を引き起こし、これには炎症応答に伴った前炎症性サイトカイン
の産生が重要な役割を果たしていることが報告されている[31, 54, 67, 68]。炎症
に伴って過剰に産生される NO もまた、種々の核内レセプターの転写活性化能
を低下させることが報告されている[69, 70]ことから、トランスポーター発現に
影響を与える可能性が考えられた。 
そこで本章では、小腸障害時における肝トランスポーター変動に対するエン
ドトキシン以外の誘導因子の探索、その因子の経日的な変動の追跡、そして併
用薬として選択的 iNOS 阻害剤及び消化管粘膜保護薬を用いて肝トランスポー
ター発現への影響を調べた。 
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第 2 節 材料及び方法 
 
1）試薬 
 
 硫酸アミノグアニジン（AG）、還元型グルタチオン（GSH）及び酸化型グル
タチオン（GSSG）は和光純薬工業（株）より購入した。Griess 試薬及びニトロ
ソグルタチオンはシグマ･アルドリッチ（株）より購入した。グルコース-6-リン
酸デヒドロゲナナーゼ、グルコース-6-リン酸、NADPH はオリエンタル酵母（株）
より購入した。3-フルオロチロシンは東京化成工業（株）より、ジアミノフル
オレセイン-FM（DAF-FM）は第一化学薬品（株）より、o-フタルアルデヒドは
メルク（株）より購入した。purified mouse anti-rat, mouse, human iNOS/NOS type2
は BD バイオソース（株）社製、horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse IgG 
antibody はサンタクルス（株）社製を使用した。 
オルノプロスチル（OP）は小野薬品工業（株）より御提供して頂いた。その
他の試薬は第Ⅰ章に記載したものを使用した。 
 
2）実験動物及び薬物処置 
 
 IDM（8.5 mg/kg rat）の処置の 3時間前に、AGを 150 mg/kg rat（1.0 mL/kg of saline 
containing 0.1% ethanol）の用量で 3 日間尾静脈内投与した。 
 また同様の投与スケジュールで OP を 5.0 μg/kg rat（1.0 mL/kg of saline 
containing 0.1% ethanol）の用量で 3 日間尾静脈内投与した。 
 いずれの場合においても、IDM 最終投与から 24 時間後の生体組織及び血液を
用いて各検討を行った。 
 
3）前炎症サイトカインの測定 
 
 Rat Tumor Necrosis Factor α ELISA kit、Rat Interleukine-1β ELISA kit 及び Rat 
Interleukine-6 ELISA kit（いずれもバイオソース（株））を用いて、マニュアルに
従って門脈血中 TNFα、IL-1β及び IL-6 を測定し、血漿中濃度として求めた。 
 
4）一酸化窒素代謝物の測定 
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 ①門脈血中 NO の酸化体 
 NOの酸化体であるNO2-+NO3-を評価した。30 unit/mLグルコース-6-リン酸デ
ヒドロゲナナーゼ、10 mMグルコース-6-リン酸、20 μM NADPH及び 1.6 unit/mL 
NO3-還元酵素の最終濃度となるようにPBSを調製し、それを血漿と等量ずつ混
和した。この混和液を 37 ºCで 45 分間反応させ、その後直ちにGriess試薬を加え
ることで、上記反応により生成したNO2-に対して酸性条件化ジアゾカップリン
グ反応させた。この時生成するアゾ色素の 570 nmにおける吸光度を測定した。 
 
②門脈血中 S-ニトロソチオール 
チオール基とNOの反応生成物であるS-ニトロソチオール（R-SNO）の血漿中
濃度を、Tyurinらの方法を一部改変して測定した[71]。検出にはDAF-FMを用い、
これはNOと特異的に反応し（ONOO-、NO2-またはNO3-とは反応しない）、蛍光の
反応生成物であるDAF-FMトリアゾールを生じる[72]。本測定は、すべて遮光下
で行った。最終濃度が 0.28 μM DAF-FMとなるような 100 mMリン酸カリウム緩
衝液中に血漿を加え、この混合液を透明度の高いプラスチックチューブに入れ、
Crosslinker XL-200（タイテック（株））を用いて 25 分間紫外線（312 nm）を照
射した。さらにこれを 80 ºCで 5 分間インキュベーションした後、15,000g、4 ºC
で 5 分遠心分離し、その上清を用いて測定を行った。蛍光検出にはMTP-600Lab
（コロナ電気（株））を用い、励起波長 490 nm、蛍光波長 510 nmで行った。S-
ニトロソチオールの標準品としてニトロソグルタチオンを用い検量線を作成し
た。  
  
③肝組織中 S-ニトロソチオール 
 肝臓を 0.1 g/mL（1.0 N HCl）となるようにテフロン製ペッスル付きホモジナ
イザーを用いてホモジネートした。これを 10 倍に希釈し 15,000g、4 ºC で 5 分
間遠心分離し、その上清を用いて②と同様な方法で測定した。 
  
5）肝組織中グルタチオン（GSH）含量の測定 
 
 Keller らによって記された o-フタルアルデヒドポストラベル法を用いて定量
した[73]。肝臓を 0.1 g/mL（0.1%EDTA を含む 25%メタリン酸溶液）となるよう
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にテフロン製ペッスル付きホモジナイザーを用いてホモジネートした。このホ
モジネートを 20 倍に希釈し、その遠心上清（15,000g、4 ºC で 5 分間）に内標準
物質として 3-フルオロチロシン（50 μM）を加えた。この溶液を 0.45 μm の孔の
シリンジフィルターMillex®-LH（ミリポア（株））を用いて限外ろ過し、HPLC
の測定用試料とした。測定条件を以下に示す。 
 移動相；0.1%トリフルオロ酢酸：MeOH＝25：1（流速 1.5 mL/min） 
 反応液；1.86 mM o-フタルアルデヒド及び 1.71 mM メルカプトエタノールを
含む炭酸水素ナトリウム緩衝液（流速 0.3 mL/min） 
 検出波長：励起 355 nm 及び励起 425 nm 
 カラム：Inertsil ODS3（5 μm、4.6 x 250 mm、GL サイエンス（株）） 
 
6）Western blot 分析 
 
第Ⅰ章第 2 節 6）に記載した同様の方法で Western blot 分析を行った。肝ホモ
ジネート中の iNOS のタンパクの検出には、一次抗体として Purified mouse 
anti-rat, mouse, human iNOS/NOS type2（0.1%BSA を含む TTBS 中で 3000 倍希釈）
をまた 2 次抗体として Horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse IgG antibody
（0.1%BSA を含む TTBS で 3000 倍希釈）を用い、いずれも室温で 60 分間反応
させた。 
 
7）半定量 real-time PCR 法 
 
第Ⅰ章第 2 節 7）に記載した同様の方法で半定量 real-time PCR を行った。肝
組織より抽出した total RNA 中の iNOS mRNA レベルを評価した。プライマーと
して forward 5’-tga agt ggt atg cgc tgc ct-3’及び reverse 5’-act tcc tcc agg atg ttg ta-3’
を用いた。 
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第 3 節 結果 
 
第 1 項 IDM 誘発性小腸障害時における肝トランスポーター発現変動に関与す
る小腸由来候補因子の探索 
 
1）IDM 処置 3 日後の門脈血中炎症性メディエーター及び肝 GSH 含量への影響 
 
IDM誘発性小腸障害ラットにおける肝トランスポーター発現変動に関与する
候補因子を得ることを目的として、IDM3 日間処置ラットにおける門脈血中の炎
症性メディエーターを測定した。その結果、TNFα、IL1-β及びIL-6 には大きな変
動は認められなかったが、NOの酸化体であるNO2-+NO3-では 6.5 倍に上昇して
いることが明らかとなった（p<0.05、Fig. 13） 
さらに、酸化ストレスもまた肝トランスポーター発現に影響を与える可能性
が提唱されていることから、肝臓の酸化ストレスの指標としてグルタチオン含
量を評価した[74]。その結果、GSH 含量に低下は認められたが、GSSG 含量にも
低下しており GSH/GSSG 比の低下は認められなかった（Fig. 14）。 
 
2）IDM 処置後の一酸化窒素の酸化体の経日変化 
 
IDM 処置 3 日までの門脈血中 NO レベルの経日変化を観察した。その結果、
NO酸化体の濃度は処置 1日目から増加を示し、3日目で最大となった（Fig. 15）。 
 
第 2 項 IDM 誘発性小腸障害ラットに対する各種併用薬の効果 
 
1）IDM 誘発性小腸障害ラットにおける肝トランスポーター発現低下に対する選
択的 iNOS 阻害薬 AG 及び消化管粘膜防御薬 OP の併用効果 
 
IDM 誘発性小腸障害ラットにおける肝 Oatp1a1、Oatp1b2 及び Mrp2mRNA レ
ベルに対する AG 及び OP の併用効果を Fig. 17A-C に示す。IDM＋saline 処置群
において、いずれのトランスポーターの mRNA レベルの低下（それぞれ対照群
の 25.7、31.9 及び 25.2%）が観察され、AG の併用はこれらの低下に対する影響
を示さなかった。一方で、OP の併用は Oatp1a1 及び Oatp1b2 の mRNA レベルを
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それぞれ対照群の 87.0 及び 58.7%に回復させ（共に IDM＋saline 処置群に対し
て p<0.05）、Mrp2 においては回復傾向を示した（49.5%）。 
IDM 誘発性小腸障害ラットにおける Oatp1a1、Oatp1b2 及び Mrp2 タンパク発
現量に対する AG 及び OP の併用効果を Fig. 17D-F に示す。IDM＋saline 群にお
ける Oatp1a1 及び Oatp1b2 のタンパク発現の低下（それぞれ対照群の 47.3%及び
35.9%）に対しては、AG 併用による効果は mRNA レベル同様に認められなかっ
たが、mRNA レベルで回復の認められた OP 併用においても示されなかった。
反対に IDM＋saline 処置による Mrp2 の低下（23.4%）に対しては、AG の併用に
よって対照群の 54.6%へと回復する傾向が認められ、OP 併用によっては 74.6%
にまで有意に回復した（p<0.05）。すなわち、AG 併用は mRNA レベルとは無
関係に Mrp2 タンパク発現レベルの低下を抑制し、そして OP 併用は mRNA レ
ベルの低下を抑制することに付随して Mrp2 タンパク発現の低下を抑制した。 
 
2）IDM 誘発性小腸障害ラットにおける門脈血中及び肝組織中 NO 誘導体の変動
とそれに対する AG 及び OP の併用効果 
 
IDM＋salineの処置によって増加する門脈血中NO2-+NO3-レベル（対照群の 3.3
倍）は、AGの併用によって回復傾向を示し、OP併用は対照群の 1.8 倍まで有意
に抑制した（p<0.05）（Fig. 18A）。またFig. 18Bに示されるように、門脈血中R-SNO
は対照群の 23.0 μmol/Lに対してIDM＋saline処置群では 38.7  μmol/Lにまで上昇
したが、これに対してAG併用は有意ではないが抑制効果を示した。またOPの併
用によってほぼ対照群レベルにまで低下することが示された。さらにこれらの
門脈血中NOレベルと呼応するように、IDM処置によって上昇する肝組織中の
R-SNOレベルはAGの併用によって低下傾向が認められ、またOP併用によっても
対照群レベルに低下していた（Fig. 18C）。 
 
3）IDM 誘発性小腸障害ラットの肝臓における iNOS の発現への影響 
 
NO の産生源が肝臓でないことを確認するために、IDM の 3 日間処置ラット
の肝臓において iNOS の発現が影響を受けるか否かについて検討を行った。その
結果、IDM3 日間処置ラット肝臓における iNOS の mRNA レベル及びタンパク発
現量に変動は認められなかった（Fig. 19）。 
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第 4 節 考察 
 
本章では、IDM誘発性小腸障害障害ラットにおける肝トランスポーター発現
低下にエンドトキシン以外の因子が存在するか否かを検討した。まず、IDM処
置 3 日目における門脈血中において、炎症性サイトカインには顕著な差は認め
られなかったが、NO2-+NO3-の濃度に顕著な増加が認められた（Fig. 13）。また、
このNOレベルの経日変化の結果が、Fig. 12 で示された小腸障害の変化の程度に
合致し、IDM処置によって段階的に低下する肝トランスポーターの変動に対し
て逆相関していたことから、NOがトランスポーターの発現に関与する可能性が
示唆された（Figs. 12 and 15）。 
これまで IDM は小腸障害に伴って iNOS の発現を誘導することが報告されて
おり、またエンドトキシンは血管内において iNOS の誘導を引き起こすことが知
られている[75, 76]。これらのことから、血中 NO 濃度の上昇は iNOS 由来 NO
によるものと考えられた。そこで、門脈血中 NO と肝トランスポーター発現低
下の関連性をより直接的に評価するために iNOSの選択的な阻害剤 AGを処置し
た結果、AG 処置によって Mrp2 は mRNA 非依存的な回復を示し（Fig. 17）、ま
たこのときの NO レベルは門脈血中及び肝組織中いずれにおいても低下傾向が
観察された（Fig. 18）。これらのことから、IDM 誘発性小腸障害ラットにおけ
る肝 Mrp2 の発現低下が、NO の影響によって mRNA とは無関係にタンパク発現
に影響を与えた可能性が考えられた。また、消化管粘膜保護を目的として OP
を併用した場合には Oatp1a1 及び Oatp1b2 の mRNA レベルは強く回復し、Mrp2
においても回復傾向が示された。（Fig. 17）この結果は、小腸障害の程度を抑
制したことで腸管由来エンドトキシンの門脈血中への侵入が抑制されたためで
あると考えられる。それゆえ、この結果は本研究におけるエンドトキシンの関
与を示唆するものと考えられる。 
一方で、OP 処置による上記トランスポーターのタンパク発現への影響は、
mRNA レベルで認められたにもかかわらず、Oatp1a1 及び Oatp1b2 には認められ
ず、Mrp2 においては AG 処置群よりもさらに強い回復が認められた（Fig. 17D-E）。
さらにこの時の門脈血中及び肝組織中 NO レベルの上昇はどちらにおいても対
照群レベルに抑制された（Fig. 18）。これらの結果からは以下のことが考えら
れる。①Oatp ファミリーではタンパクの回復が見られなかった一方で、Mrp2 タ
ンパク発現は強く回復し、両者のタンパクレベルの制御が異なること、②Mrp2
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のタンパク発現の回復は、小腸障害抑制によってエンドトキシンの影響が抑制
されたことで mRNA レベルが回復したことと、上昇していた NO レベルを対照
群レベルに下げることによってタンパク発現の低下が抑制されたことの 2 つに
対して OP が二重の効果を示したこと、③Oatp ファミリーが OP 処置でタンパク
の発現が回復しなかった原因には、そのタンパクが軽微な小腸障害でも影響を
受けやすかったか、もしくは IDM や他の因子を含めた認識できない要因が残っ
ていたこと。 
 これまで Elferink らは、LPS 処置によって引き起こされる肝 Mrp2 の発現低下
には NO が関与する可能性を提唱している[77]。しかしながら、Elferink らの報
告において見られる NO の産生源は肝臓に発現した iNOS あり、その点で、肝臓
以外からの NO のデリバリーによって Mrp2 の発現が影響を受けたことを示した
本実験モデルとは大きく異なる。本実験系において観察される NO レベルの上
昇は門脈血中のものであり、この上昇は小腸障害の程度と合致している（Fig. 12 
and 15）。今回の検討により、実際に肝臓における iNOS の mRNA 及びタンパク
の発現に変化が無かったことから、門脈中 NO の上昇は肝 iNOS によらないこと
が示唆されている（Fig. 19）。 
以上の結果は、小腸障害に伴う門脈血中エンドトキシンの増加が肝トランス
ポーターの mRNA レベルの低下を引き起こすことに加えて、小腸障害部位また
は血管内で産生された NO が mRNA レベルに依存せずに Mrp2 タンパク発現を
低下させていることが示唆された。 
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Fig. 13. Inflammatory mediators in portal plasma in control and IDM-treated rats. 
Values are means ± S.D. (n=3-5). †; p < 0.05 compared with controls. N.D.; not 
detectable. 
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Fig. 14. Effect of IDM treatment on GSH and GSSG levels in liver homogenate.  
Columns are means ± S.D.(n=3).  *; p < 0.05, *; p < 0.01 compared with controls. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0
0.1
0.2
0.3
**
Control
0
5
10
15
20
0
0.005
0.01
0.015
0.02
*
GSSG/GSH
ra
tio
nm
ol
/m
g 
pr
ot
ei
n
nm
ol
/m
g 
pr
ot
ei
n
*
IDM Control IDMControl IDM
 
 - 48 – 
 
  
0
50
100
0 1 2 3
μm
ol
/L
††
Days
Portal NO2-+NO3- concentration 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 15. Time-course of portal NO level corresponding to repeated IDM treatment. 
Points are means ± S.D. (n=3-5). ††; p < 0.01 compared with untreated rats.  
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AG; selective inducible NO synthase inhibitor.
OP; prostaglandin E1 analog as a mucoprotective agent.
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Fig. 16. Structure of aminoguanidine (AG) and ornoprostil (OP). 
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Fig. 17. Effects of AG and OP-1206 on hepatic transporters in rats with 
IDM-induced intestinal injury. AG；selective inducible NO synthase inhibitor, OP 
mucoprotective agent. Columns are mean ± S.D. (n=4-7). †; p < 0.05, ††; p < 0.01 
compared with controls. #; p < 0.05 compared with IDM+saline groups. 
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Fig. 18. Effects of AG and OP on NO metabolites in portal plasma and liver of rats 
with IDM-induced intestinal injury. AG；selective inducible NO synthase inhibitor, 
OP; mucoprotective agent. Columns are mean ± S.D.(n=4-7). †; p < 0.05, ††; p < 0.01 
compared with controls. #; p < 0.05, ##; p < 0.01 compared with IDM+saline groups. 
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Fig. 19. Effect of IDM treatment for 3 days on hepatic iNOS expression. Hepatic 
plasma membrane fraction (50 μg protein/lane) was subjected to Western blotting 
analysis. Messenger RNA levels were normalized by β-actin mRNA level. Columns are 
means ± S.D. (n=3 or 5).  
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第Ⅲ章 IDM 誘発性小腸障害ラットに対する 
合成セリンプロテアーゼ阻害薬の併用効果 
 
第 1 節 序論 
 
 エンドトキシンは TLR4 を刺激し、炎症応答とそれに続く転写抑制を引き起
こす[78]。その一方で血液凝固･線溶系に障害を与え、これらに関与するセリン
プロテアーゼ群が不均衡な状態になることが知られている[79]。この不均衡によ
るセリンプロテアーゼの活性化状態は、セリンプロテアーゼの受容体 protease 
activated receptor（PAR）を刺激し、炎症応答に関与することが報告されている
[80, 81]。これらのことから、本実験においてもセリンプロテアーゼの不均衡が、
最終的に肝トランスポーターの発現に影響を与える可能性が疑われた（Fig. 20）。
また、トリプシンをリガンドとする PAR2 の活性化が小腸障害に影響を与える
ことが報告されている[82]。そこで、小腸障害ラットに合成セリンプロテアーゼ
阻害薬であるメシル酸ナファモスタット（NM）を併用することで、肝トランス
ポーター発現低下に対するセリンプロテアーゼの関与について検討を行い、さ
らに IDM 誘発性小腸障害への影響について評価した。NM は、トロンビン、プ
ラスミン、カリクレイン及びトリプシンなどのセリンプロテアーゼに対して非
常に高い阻害特性を示すことが報告されている[83, 84]。 
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第 2 節 材料及び方法 
 
第Ⅰ章及び第Ⅱ章に記載した材料及び方法は、特に断りがない限り省略する。 
 
1） 試薬 
 
NM は鳥居薬品（株）より御提供して頂いた。 
 
2） 実験動物及び薬物処置 
 
NM は 0.2 または 1.0 mg/kg rat（2.0 mL /kg of 5% glucose）の用量で、IDM（8.5 
mg/kg rat）の 1 回目の投与の 3 時間前を開始として 12 時間間隔に 6 回投与し、
一方で IDM は 24 時間間隔で 3 回投与した（Fig. 21）。NM は比較的半減期の短
い薬剤であることから、10 分間持続投与により併用した[85]。対照群には 5% 
glucose 投与した。IDM 最終投与から 24 時間後における生体組織を用いて各種
検討を行った。 
 
3） 体重及び摘出小腸の湿重量 
 
 薬物処理前後のラット体重を記録した。また空腸及び回腸湿重量には、それ
ぞれ胃幽門部以下 30 cm から摘出した約 10 cm 及び盲腸上部 30 cm より上から
摘出した回腸約 10 cm を用いた。この腸管を直ちに生理食塩水に浸し、腸内容
物を洗い流し、serosal 側に付着した水分及び脂肪分をキムタオルで取り除いた
後の腸管湿重量を測定した。腸管湿重量は腸管の長さで除した値として算出し
た。 
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第 3 節 結果 
 
1）IDM 処置ラットに対する NM 投与による体重、小腸障害及び肝障害の程度に
ついて 
  
 NM 処置による体重への影響を Fig. 22A に示した。IDM 処置による体重の低
下は、NM 処置群においても同様に観察された。次に NM の併用による小腸障
害への影響について検討した。対照群に比較して IDM＋glucose 処置群の空腸及
び回腸の湿重量はそれぞれ 69.7%及び 83.7%に低下し、腸管湿重量の程度から小
腸障害の誘発が示された（Fig. 22C-D）。これに対して 0.2 mg/kg の NM または
1.0 mg/kg の NM 併用いずれにおいても IDM 処置による腸管湿重量の低下に対
する影響は認められなかった。また、空腸粘膜中の ALP 活性から小腸障害を評
価したところ、IDM 処置によって活性低下が確認され、これに対する NM の効
果も認められなかった（Fig. 22B）。 
IDM 処置の 3 日目に、肝障害マーカーのわずかな上昇が認められている（Fig. 
12）。これに対する NM 処置の効果を検討したところ、血清 ALT 活性は、0.2 ま
たは 1.0 mg/kg の NM 処置いずれにおいても、IDM＋glucose 処置群に比較して
さらに上昇することが示された（Fig. 23A）。また、この肝障害マーカーの上昇
は NM の用量に依存する傾向が見られた。一方で、血清 AST 活性は 0.2 mg/kg NM
処置群及び 1.0 mg/kg NM 処置いずれにおいても IDM＋glucose 処置群との差は
認められなかった（Fig. 23B）。 
 
2）IDM 誘発性小腸障害時における肝トランスポーター発現低下に対する NM の
併用効果 
 
 IDM 誘発性小腸障害によって引き起こされる肝 Oatp1a1、Oatp1b2 及び Mrp2 
mRNA レベルの発現変動に対する NM の併用効果について Fig. 24A-C に示す。
IDM＋glucose 処置群において、いずれのトランスポーターにおいても mRNA レ
ベルの低下（それぞれ対照群の 27.6%、24.3％及び 31.0%）が観察され、NM 併
用はいずれの用量においても Oatp1a1 及び Oatp1b2 の低下に対する影響を示さ
なかった。一方で Mrp2 mRNA レベルの低下に対しては 0.2 mg/kg NM 併用によ
り 48.3%に、1.0 mg/kg の併用によって 85.8%に回復し、NM の用量依存的な防
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御効果が認められた。 
IDM 誘発性小腸障害ラットにおける Oatp1a1、Oatp1b2 及び Mrp2 タンパク発
現量に対する NM の併用効果を Fig. 24D-E に示す。IDM＋glucose 処置による
Oatp1a1 のタンパク発現の低下（対照群の 40.2%）に対しては、併用による効果
は mRNA レベル同様に認められなかった。しかしながら、Oatp1b2 においては
mRNA レベルの回復が認めらなかったにもかかわらず、0.2 または 1.0 mg/kg NM
併用において回復傾向が示された（IDM＋glucose 処置群、0.2 mg/kg NM 及び 1.0 
mg/kg NM 併用でそれぞれ対照群の 39.2%、75.7%及び 68.1%）。さらに、IDM
＋glucose 処置による Mrp2 の低下（21.0%）に対しては、NM の併用は回復傾向
を示し、0.2 mg/kg NM の併用がより効果的であった（対照群の 44.9%）。 
以上より、NM は IDM 誘発性小腸障害による Mrp2 の mRNA 及びタンパク発
現の低下、Oatp1b2 のタンパク発現の低下を抑制することが示された。 
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第 4 節 考察 
 
 本章では NM 処置が IDM による小腸障害に影響を与えずに、肝トランスポー
ターのタンパク発現あるいは mRNA レベルを部分的に回復させることを示し、
IDM 誘発性小腸障害時に惹起される肝トランスポーター発現変動にセリンプロ
テアーゼが関与していることを明らかにした。これまでの報告では、エンドト
キシン誘発性の肝障害に血液凝固系のトロンビンが相乗的に影響を与え、プロ
テアーゼ阻害剤の処置はその障害を抑制することが明らかにされている[80, 81, 
86]。その一方で、エンドトキシンによる肝トランスポーター発現変動にプロテ
アーゼが関与する報告はなされていない。今回得られた結果は、肝トランスポ
ーターの発現変動とセリンプロテアーゼの関連性を提唱することを初めて示し
たものであった。 
消化管障害によって引き起こされるセリンプロテアーゼ活性化メカニズムと
して、2 種類の経路が考えられる。ひとつはエンドトキシンによる血液凝固･線
溶系セリンプロテアーゼの不均衡に起因するものである。この時の異常なセリ
ンプロテアーゼの活性化は、PAR ファミリーを刺激し、肝臓における炎症性シ
グナルを誘導する[87, 88]。もうひとつは、消化管の障害に伴ったトリプシンな
どの膵臓由来消化酵素の血中への遊離がある。血中のトリプシンは内因性プロ
テアーゼインヒビターであるα1-アンチトリプシンなどによってその活性は抑
制されるが、Gerbod-Giannone らは、このα1-アンチトリプシンのプロテアーゼ
による分解産物が肝臓内で転写抑制因子として機能することを明らかにしてい
る[89]。本研究において IDM 処置ラットで肝トランスポーター発現低下が観察
され、これらのうち Mrp2 mRNA レベルの低下はセリンプロテアーゼによって
に影響を受けていることが明らかとなった（Fig. 24）。現段階で、どこでまたは
どのセリンプロテアーゼに起因してこの mRNA レベルが影響を受けたかについ
ては不明であるが、本研究結果は、Mrp2 遺伝子の発現制御の新たなメカニズム
を示唆するものであった。 
その一方で、NM 0.2 mg/kg 処置によるラット肝細胞膜画分での Mrp2 のタン
パク発現に対する効果は、mRNA の回復に比べて低く、NM の 1.0 mg/kg 処置で
はそのタンパク発現への効果は消失した。またこの時、IDM 処置後に観察され
る若干の肝障害は NM の用量依存的に悪化する傾向にあった（Fig. 23）。これら
のことは、NM 処置により胆汁うっ滞性の肝障害が引き起こされ、胆管側膜上
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に発現するトランスポーターがその障害に伴ってタンパク発現レベルで影響を
受けた可能性が示唆される。 
以上より、IDM 誘発性小腸障害時における肝 Oatp1b2 及び Mrp2 のタンパク
発現あるいは mRNA レベルの制御にセリンプロテアーゼが関与することが明ら
かとなった。 
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Fig. 20. Endotoxin causes the stimulation of endotoxin receptor and the imbalance 
of coagulation/fibrinolytic serine protease. 
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Fig. 21. The regime of the combination of IDM and nafamostat (NM). 
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Fig. 22. Effect of NM on change of body weight and intestinal injury induced by 
IDM treatment. A. Change of body weight, B; ALP activity in jejunal mucosa, C; wet 
weight of jejunal tract, D; wet weight of ileal tract. Columns are means ± S.D. (n=4-6). 
†: p<0.05, ††: p<0.01 compared with controls.  
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Fig. 23. Hepatic injury makers in IDM-treated rats with a combination of NM. A; 
serum ALT activity, B; serum AST activity. Columns are means ± S.D. (n=3-4).  
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Fig. 24. Effect of NM on hepatic transporters in rats with IDM-induced intestinal 
injury. Columns are mean ± S.D. (n=4-6). †; p < 0.05, ††; p < 0.01 compared with 
controls. #; p < 0.05 compared with IDM+glucose groups. 
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終章  
 
第 1 節 総括 
 
 本研究は、IDM 誘発性小腸障害モデルにおいて肝トランスポーター機能の低
下が引き起こされることを明らかにした。これまでの種々の研究によって消化
管障害時における肝機能の変動には腸管由来のエンドトキシンが関与すること
が報告されている。それに加えて、今回得られた結果は障害を受けた腸管と肝
臓の遠隔臓器間を介在する複数の因子が存在することを明らかにした。 
以下にその要点を記す（Fig. 25）。 
 
① IDM 誘発性小腸障害ラットにおいて肝機能検査薬 BSP の胆汁排泄能が低下
していたことから、肝臓のトランスポーターが機能的に低下していることが
明らかになった。 
 
② BSP の胆汁排泄に関与するトランスポーターOatp1a1、Oatp1b2 及び Mrp2 の
mRNA レベル及びタンパク発現量が低下していることが明らかとなり、これ
が IDM 誘発性小腸障害ラットの BSP の胆汁排泄能の低下の主要な要因であ
ることが示された。また、これらの肝トランスポーターの発現低下には、各々
の遺伝子の転写活性化に関与する核内レセプターの発現低下に関連した現
象であることが示唆された。 
 
③ 肝トランスポーター発現変動の経時的な観察より、Oatp1b2 及び Mrp2 の発
現低下は IDM 誘発性小腸障害の程度に呼応した現象であることが示された。
またこの発現の低下は、低レベルで観察される肝障害よりも先行して引き起
こされたものであり、肝障害による影響ではないことが示された。さらに消
化管粘膜保護薬オルノプロスチルを処置することによって小腸障害を抑制
することで、IDM 誘発性小腸障害時に低下する肝 Oatp1a1、Oatp1b2 及び Mrp2 
mRNA レベルが回復することが示された。これらのことより、肝トランスポ
ーターの遺伝子発現の低下は小腸障害に起因した影響によって引き起こさ
れていることが明確となった。 
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④ IDM 処置後 3 日までに観察される門脈血中 NO レベルの上昇は小腸障害の程
度に合致し、また肝 Mrp2 の mRNA 及びタンパク発現レベルに逆相関してい
ることが示された。さらに IDM 小腸障害時における肝 Mrp2 発現低下は、選
択的 iNOS 阻害剤アミノグアニジンの併用によって門脈血中及び肝組織中
NO レベルを抑制することと付随して mRNA レベルとは無関係にタンパク発
現レベルを回復させた。これらのことより、IDM 誘発小腸障害時における肝
Mrp2 のタンパク発現の低下には、小腸障害に伴って産生された NO が部分
的に関与していることが明らかとなった。 
 
⑤ IDM 誘発性小腸障害ラットに合成セリンプロテアーゼ阻害薬メシル酸ナフ
ァモスタットを処置することによって、肝 Oatp1b2 のタンパク発現及び肝
Mrp2 の遺伝子発現の低下が抑制された。これにより、IDM 誘発性小腸障害
に引き続いて起こるセリンプロテアーゼの機能異常が肝トランスポーター
の発現変動に関与することが初めて明らかになった。 
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第 2 節 今後の展望及び提言 
 
クローン病などの炎症性腸疾患患者を対象とした適応薬物の薬物動態研究に
おいて、Mrp2 や P-糖タンパクの基質になる 5-アミノサリチル酸の体内動態に変
動が生じることが示されている[7]。これは、本研究で明らかにした消化管障害
時の肝トランスポーター機能低下に起因する現象の一つであるかもしれない。
しかしながら、この報告ではこの患者における肝の状態について言及しておら
ず、さらなる報告が待たれる。その一方で、肝臓における代謝または輸送が薬
物動態の決定因子の一つになることが知られているシクロスポリンにおいて、
その変動は認められないことが報告されている[90, 91]。このように薬物によっ
て消化管障害が体内動態に及ぼす影響は異なっている。本研究を含めた消化管
障害モデルにおける薬物動態関連機能の低下に関する報告は、いずれも軽微な
肝障害マーカーの上昇を伴っている[46]のに対して、臨床研究において肝臓の症
状は腸の疾患の程度とは相関しないことが示されている[5]。これらのことから
考えると、炎症性腸疾患に肝臓の障害を併発した群と併発していない群に分け
た薬物動態について検討をする必要性が提唱される。 
また、門脈が肝臓にとっての生命線であるように、胆管もまた消化管の機能
に不可欠な存在である。それゆえ、様々な内因性化合物の実質的なやり取りを
行うトランスポーターは、当然腸肝循環系のホメオスタシスに大きな役割を果
たしている。このことは、本研究で得られた結果が薬物動態変動への関与につ
いてだけでなく、消化管の機能異常とも深く関連している可能性をも示唆して
いる。さらに炎症性腸疾患に伴う肝障害マーカーの上昇がその患者の予後に影
響する[5]ことを考慮すると、仮に肝障害マーカーの軽微な上昇が肝トランスポ
ーター機能変化に起因するものであるならば、肝トランスポーター機能に対す
るケアが今後の新たな治療の標的になる可能性がある。その点で、今回明らか
にした肝トランスポーター発現変動に対するセリンプロテアーゼの関与は、新
たな薬物療法の戦略を提供すると考えられる。 
本研究においてセリンプロテアーゼの異常が新たに肝トランスポーター発現
変動に関与することが示唆されたが、セリンプロテアーゼの不均衡状態とトラ
ンスポーター発現の直接的な関連性は明確ではない。血液中に存在するセリン
プロテアーゼの機能は、血液凝固・線溶系のみならずキニン・カリクレイン系
や補体系のさまざまなプロセスにおいて幅広い役割を果たしているが、これら
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の過程に関与する多くのタンパクは肝臓において生合成されるものである。そ
のため、本研究結果に基づいた更なる検討は、新たな肝トランスポーターの発
現制御メカニズムだけでなく血液学的な側面における肝トランスポーターの新
たな生理的役割の解明をも予感させる。 
さらに肝トランスポーターは薬物の体内動態の決定因子の一つであることか
ら、本研究結果を含めたこれまでの知見が医療に反映されることによって、未
だ未確立の薬物動態変動の予測を行う上での重要な知見となる可能性がある。
それによって、副作用の少ない病態に基づいたテーラーメード医療の構築に貢
献できるものと期待される。 
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Fig. 25. Down-regulation mechanisms of hepatic BSP transporter in the rats with 
IDM-induced intestinal injury. 
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の諸氏に厚く御礼申し上げます。 
 
さらに、研究の髄を一から御教示下さりました北陸大学薬学部衛生化学教室
の皆様をはじめ、北陸大学関係の諸氏に深く感謝申し上げます。 
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